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Veiiahren zur Herstellung von Tetrahydrofolaten 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 5,10-Methenyl-(6R)-tetrahydrofolsaure [5,10-CH- 
(6R)-THF; n (6R)-l"]. von biologisch aktiven Tetrahydrofolaten, insbesondere von 5-Formyl- [5-CHO-(6S)- 
THF] und 5-Methyl-(6S)-THF] und 5-Methyl-(6S)-tetrahydrofolsaure [5-Me-(6S)-THF] sowie von deren Sal- 
zen, insbesondere deren physiologisch gut vertraglichen Calcium-, Magnesium-, Natrium- und Kaliumsai- 
5 zen. 

Die genannten (6S)-Tetrahydrofo(a<e [<6S)-5,6,7,8-TetrahydropteroyI-L-glutaminate] sind die ausreichend 
stabilen naturlichen biologisch aktiven Formen der Folsaure (Folsaure Cofaktoren). 

5-CHO-{6S)-THF ist der Citrovorum-Faktor (= Wachstumsfaktor fur Leuconostoc citrovorum). 

im Organismus wird 5-CHO-(6S)-THF uber 5,10-Methylen-(6R)-THF in 5-Me-(6S)-THF umgewandelt. 
w Tetrahydrofolate enthalten 2 asymmetrische Zentren. Bei ihrer Synthese aus Folsaure [N-(Pteroyl)-L- 
glutaminsaure] liegt das im Glutaminsaure-Rest enthaltene chirale C-Atom in der L-Form vor, wahrend das 
durch Hydrierung der Doppelbindung in 5,6-Stellung des Pteroyl-Restes entstandene chirale C-Atom in 
Position 6 [C(6)J in der racemischen, der (6R,S)-Form, vorliegt. Synthetische Tetrahydrofolate bestehen 
demnach jeweils aus einer 1 :1-Mischung von zwei Diastereomeren. 
75 Im naturlichen Vorkommen, z.B. in der Leber, findet man die Tetrahydrofolate nur in der einen 
diastereomeren Form, wobei die 5-CHO-THF a!s 5-CHO-(6S)-THF und die 5-Me-THF als 5-Me-(6S)-THF 
vorliegt. 

Die absolute Konfiguration an C (6) der naturlichen Tetrahydrofolsaure ist nach J.C. Fontecilla-Camps et 
al., J. Amer. chem. Soc. 101^ (20), 6114/5 (1979) gemass der Sequenz-Regel mit S zu spezifizieren und 
20 diejenige an C (6) der naturlichen 5,10-Methylen-tetrahydrofolsaure und der 5,10-Methenyl-tetrahydrofoisau- 
re mit R: R. Kalbermatten et al., Heiv. Chim. Acta 64 (8), 2627 (1981), Fussnote 4. 

5-CHO-(6R,S)-THF (Folinsaure), wird in FormThres Calciumsalzes (Leucovorin) als Arzneimittel verwen-. 
det zur Behandlung von megaloblastischer Folsauremangel-Anamie, als Antidot zur Verstarkung der 
Vertraglichkeit von Folsaure-Antagonisten speziell von Aminopterin, Methotrexat und Fluoruracil- in der 
25 Krebstherapie ("leucovorin rescue") und der Behandlung von Autoimmunkrankheiten' wie Psoriasis und 
rheumatischer Arthritis sowie zur Verstarkung der Vertraglichkeit von bestimmten Antiparasitika, etwa 
Trimethoprim-Sulfamethoxazol, in der Chemotherapie. Calcium-5-methyl-(6R,S)-tetrahydrofolat findet eine 

ahnliche Venvendung: 

Nach Verabreichung von 5-CHO-(6R,S)-THF wird der (6S)-Anteii dieser Diastereomeren-Mischung rasch 
30 in 5-Me-(6S)-THF umgewandelt, wahrend der (6R)-Anteil nicht metabolisiert wird: J.A. Straw et al.. Cancer 
Research 44, 31 14-31 19 (1984). 

5-CHO(6R)-THF hemmt zudem einige fur den Ct-Transfer ■ verantwortliche Enzyme und damit die 
biochemische Wirkung der Tetrahydrofolate: R.P. Leary et a!., Biochem. Biophys. Res. Ccmmun. 56, 484 
(1973); V.F. Scott et al., ibid. 14, 523 (1964); G.K. Smith et al., Biochemistry, 20, 4034 (1987). Die 
35 Verwendung von (6S)-Tetrahydrofolaten anstelle von (6R,S)-Tetrahydrofolaten musste"d"aher auch therapeu- 
tische Vorteile aufweisen. 

Es besteht darum ein Bedurfnis, die bisher verwendeten Mischungen von Diastereomeren, enthaltend 
jeweils die (6S)- und (6R)-Form, durch die natiirliche (6S)-Form zu ersetzen. 

Es sind mehrfach Anstrengungen zur Trennung von (6R,S)-Tetrahydrofolsauren und zu deren asymme- 
40 trischer Synthese und isolierung der physiologisch aktiven Formen unternommen worden. 

D. Cosulich et al.. J. Amer. chem. Soc. 74, 4215-16 (1952), US-PS 2.688.018 (31.08.1954) haben 
beispieisweise versucht, die Trennung durch fraktionierte Kristallisation eines Erdalkalisalzes, z.B. des 
Calcium- oder Strontiumsalzes der 5-CHO-(6R,S)-THF aus wasseriger Losung zu bewerkstelligen [siehe 
auch J.C. Fontecilla-Camps et al., J. Amer. chem. Soc. 101, 6114 (1979)]. 
45 Unter den von D. Cosulich et al. offenbarten Bedingungen lasst sich die gev^unschte Trennung nicht 

realisieren. Eei der Kristallisation z.B. des Calciumsalzes von 5-CHO-(6R,S)-THF aus Wasser bei pH 7-8 
wird immer wieder die 6R,S-Form erhalten, wie sich mittels chromatographischer Analyse an einer chiralen 
HPLC-Saule sowie anhand der optischen Drehung quantitativ nachweisen lasst. Dabei ist es unerheblich, ob 
man rohes oder reines Calciumsalz von 5-CHO-(6R,S)-THF zur Kristallisation einsetzt; stets wird die (6R.S)- 
so Form zuruckerhaiten. Eine Trennung und Anreicherung der (6S)-Form kann auch nicht erreicht werden, 
wenn man die ubersattigte wasserige Losung eines Erdalkalisalzes von 5-CHO-(6R,S)-THF mit authenti- 
schem Erdalkalisalz von 5-CHO-(6S)-THF impft. 

Die Trennung der Diastereomeren-Paare wurde auch mittels Chromatographie versucht: J. Feeney et 
al., Biochemistry 20, 1837 (1981). Ausserdem wurden die (6S)-lsomeren hergestellt durch stereospezifische 
Reduktion von Dihydrofolaten in Gegenwart von Dihydrofolat-Reduktase: L. Rees et al., Tetrahedron 42, 117 
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(1986). 

L Rees et al.. J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1987 , 470 und EP-A2-0.266.042, haben ein Trennverfah- 
ren fur (6R,S)-THF beschrieben, mit dessen Hiife 5-CHO-(6S)-THF und 5-CHO-{6R)-THF in geringen 
Mengen erzeugt werden konnten. Das Verfahren besteht darin, dass man (6R,S)-THF z.B. mit (-)-Menthyl- 
5 chloroformiat zu den diastereomeren 5-(-)-Menthyloxycarbony!-tetrahydrofolsauren umsetzt, diese durch 
wiederholte Behandlung mit n-Butanol trennt. die erhaltenen Diastereomeren mit einer gesattigten Losung 
von Bromwasserstoff in einer Mischung aus Ameisensaure und Essigsaure erwarmt, wobei nach Hydrolyse 
5-Formyl-(6S)- und *(6R)-THF gebildet werden, und schliessiich diese als Calciumsalze isoiiert. 

Dieses Verfahren ist umstandlich und schwierig und benotigt zur Herstellung des chiralen Reagens 
70 hochgiftiges Phosgen. Zudem ist das Ausgangsmateriai (6R,S)-THF sehr unbestandig. Bei der Abspaitung 
der chiralen Hilfsgruppe mit HBr in AcOH bei > 50* C wird ein Teil der Glutaminsaure abgespalten, und es 
entstehen Nebenprodukte, die sich nur schwierig abtrennen lassen. Die nach einem solchen Verfahren 
erzeugte (6S)-Folinsaure ware so teuer, dass deren Anwendung anstelle der (R.S)-Tetrahydrofolate kaum in 
Betracht kommt. 

rs Bis heute ist kein industrieil brauchbares Verfahren zur Gewinnung von (6S)-Tetrahydrofolaten bekannt 
geworden. 

Es bestand somit nach wie vor die Aufgabe, ein einfaches, industrieil anwendbares Verfahren zur Herstel- 
lung von 5-CHO- und 5-Me-(6S)-THF zu finden. 

5-CH0- und 5-Me-(6R,S)-THF konnen in bekannter Weise aus Folsaure hergestellt werden. Durch 
20 Formylierung mit Ameisensaure wird 10-Formyl-folsaure (10-CHO-FA) gebildet. Diese kann anschliessend 
katalytisch zu 10-Formyl-tetrahydrofolsaure (10-CHO-THF) hydriert werden. Durch Dehydratisierung ist 
' da'raus 5,10-Methenyl-tetrahydrofolsaure (1; 5,10-CH-THF; "Anhydro-leucovorin") erhaltlich: 



25 



30 



35 




In dieser Formel ist X e ein Equivalent eines beliebigen Anions. z.B. Cl e oder Br e . I kann auch in Form 
eines Saureadditionssalzes, z.B. des Chlorid-Hydrochlorids der Kurzformel (5,10-CH-THF) e Cl e ° HCI, vorlie- 
gen. Aus dieser Form kann mit Hilfe eines Anionenaustauschers auch das entsprechende innere Salz 
erhalten werden (I, X e fehlt, COO e an Stelle von COOH). 

Aus I lassen sich die gewunschten Tetrahydrofolate leicht herstellen: Durch Hydrolyse 
(Transformylierung) erhalt man 5-Formyl-tetrahydrofolsaure (5-CHO-THF), die als Calciumsalz (Leucovorin) 
isoiiert werden kann: CH-PS 305.574 (CYANAMID). Durch Reduktion mit Natriumborhydrid erhalt man die 5- 
Methyl-tetrahydrofolsaure (5-Me-THF; Mefolinsaum). die als Calcium- oder Magnesiumsalz isoiiert werden 
kann: CH-PS 649.550 (EPROVA). 

Es wurde nun uberraschend gefunden, dass bei der fraktionierten Kristallisation von Losungen von 
(6R,S)-I bzw. von dessen Salzen (6R)-I bzw. dessen Saureadditionssalze (der Kurzformel [5,10-CH-(6R)- 
THF]*X"'HX) bzw. dessen inneres Salz zur Kristallisation gebracht werden konnen, derart, dass der Gehalt 
des Kristallisates an (6R)-I bis zu mehr als 90% betragt. (6R)-l seinerseits ist zur Herstellung der 
gewunschten Tetrahydrofolate gut geeignet: man erhalt daraus 5-CHO(6S)-THF durch Hydrolyse und 5- 
Me-(6S)-THF durch Reduktion. 

Entscheidend ist also, dass man die Diastereomerentrennung auf der Stufe von I durchfuhrt. 

Das Gelingen dieser Auftrennung ist darum uberraschend, weii Rees et al., J. Chem. Soc. Chem, 
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Commun. 1987 , 470. zur Ermoglichung der Trennung ein zusatziiches chirales Zentrum in das THF-Molekul 

eingebaut-und-damit-eine-erhebliGhe-KomplikationJn-Kauf_genommen_haben - 

Gegenstand der Erfindung ist somit ein Verfahren zur Herstellung von 5,10-Metheny!-(6R)-, 5-Formyl- 
(6S)- und/oder 5-Methyl-(6S)-tetrahydrofolsaure sowie von deren Salzen, dadurch gekennzeichnet, dass 
5 man 5,10-Methenyl-(6R,S)-tetrahydro folsaure, dessen inneres Salz und/oder eines ihrer Salze nit starken 
Sauren einer Diastereomerentrennung durch fraktionierte Kristailisation unterzieht und, falls erwunscht, die 
erhaltene 5,lO-Methenyl-(6R)-tetrahydrofolsaure durch Behandeln mit einem hydrolysierenden Mittel in 5- 
Formyl-(6S)-tetrahydrofoisaure Oder durch Behandeln mit einem reduzierenden Mittel in 5- Me thy I -{6 S)- 
tetrahydrofolsaure umwandeit und/oder eine erhaltene freie Saure durch Behandeln mit einer Base in eines 
10 ihrer Saize uberfuhrt. 

Die erfindungsgemasse Diastereomeren-Trennung erfolgt vorzugsweise durch fraktionierte Kristailisation 
aus mindestens einem polaren Losungsmittel. 

■ Als polare Losungsmittel kommen beispielsweise in Betracht: niedere aliphatische Carbonsauren, 
insbesondere Ameisensaure sowie Essigsaure, fiussige wasserlosliche Amide wie Formamid, Dimethylfor- 
75 mamid, Dimethylacetamid, 1 -Methyl-pyrrolidon, 2-Piperidinon. 4-Formyl-morpholin, 1 -Formyl-pyrrolidon, 1- 
Formyl-piperidin, Tetramethylharnstoff, Sulfoxide Oder Sulfone wie Dimethylsulfoxid, Dimethylsulfon Oder 
. Sulfolan (Tetramethylensulfon), konzentrierte wasserige starke Sauren wie 20-35%-ige Salzsaure oder 
andere wasserige Mineralsauren, wie beispielsweise Sromwasserstoffsaure, Jodwasserstoffsaure, Schwefel- 
saure, Salpetersaure. Phosphorsaure, oder Losungen starker organischer Sauren wie von Oxalsaure, 
20 Maleinsaure, Trichloressigsaure, Trifluoressigsaure, Methansulfonsaure, Benzolsulfonsaure, Toluolsulfon- 
saure, Camphersulfonsauren. Ameisensaure wird bevorzugt. 

Bevorzugt eignen sich jedoch Gemische der vorstehend angegebenen Losungsmittel, insbesondere 
' Gemische eines der angegebenen organischen "Losungsmittel" mit einer wasserigen Mineralsaure oder mit 
Wasser ("Kristallisationsmitter). 
25 Als Losungsmittel kann auch eine konzentrierte -wasserige Mineralsaure, beispielsweise .konzentrierte . 
Salzsaure und als Kristailisationsmittel eine geringe Menge Wasser verwendet werden. Wenn man dabei. die 
Wassermenge derjenigen der Konzentrierten wasserigen ■ Mineralsaure annahert. oder gar gleichsetzt, so 
kristaliisiert [5 t 10-(6R.S)-THF]*X** HX aus, d.h. eine Trennung erfolgt nicht. Bevorzugtes Losungsmittel ist 
Ameisensaure und bevorzugtes Kristailisationsmittel. eine wasserige starke Saure, insbesondere verdunnte. 
30 Salzsaure, Sromwasserstoffsaure, Schwefelsaure, eine Sulfonsaure oder Salpetersaure. Anstelle einer 
wasserigen starken Saure kann als -Kristailisationsmittel auch Eisessig verwendet werden. 

Ais Endprodukt erhalt man in der Regel ein Saureadditionssalz des 5,10-Methehy!-(6R)-tetrahydrofol- 
sauresalzes I mit der entsprechenden Saure HX. Versetzt man z.B. eine konzentrierte Losung des 
Hydrochlorids von (6R,S)-I (X = CI) in Ameisensaure ("Losungsmittel") mit wasseriger konzentrierter 
35 Salzsaure ("Kristailisationsmittel"), so kristaliisiert (6R)-l in Form des •Chlorid-Hydrochlorids der Kurzformel 
[5,10-CH-(6R)-THF]C1'HCI mit einem (6R)-Anteil von etwa 90% aus. Dieser (6R)-Anteil kann durch nochma- 
lige Umkristailisation, z.B. aus Ameisensaure/Salzsaure, gesteigert werden. 

Analog erhalt man z.B. das Hydrobromid von (6R)-I (X = Br), wenn man eine Losung des Hydrobromids 
von (6R,S)-I (X = Br) oder des inneren Salzes von (6R,S)-I in Ameisensaure mit wasseriger Bromwasser- 
40 stoffsaure versetzt. 

Saurekonzentration und Mengenverhaltnisse von Losungsmittel und Kristailisationsmittel konnen inner- 
halb weiter Grenzen variiert werden. Vorzugsweise liegt die Kcnzentration von 5,1 0-CH-(6R,S)-THF zwi- 
schen 10 und 40 Gew.%, das Verhaltnis zwischen Losungs- und Kristailisationsmittel zwischen 10:1 und 
1:1. Die Saurekonzentration im Kristailisationsmittel kann zwischen 0 und 12 N liegen. In der Regel kann 

45 man hdhere Ausbeuten bei geringerem Trennungseffekt erzielen, wenn man relativ vie! Kristailisationsmittel 
verwendet; wird dagegen wenig Kristailisationsmittel eingesetzt. so ist der Trenneffekt besser, wobei 
allerdings die Ausbeute sinken kann. Abhangig von dem angestrebten Ziei, dem jeweiligen Ausgangsmateri- 
al, Losungs-und Kristailisationsmittel kann man das Optimum der Reaktionsbedingungen durch systemati- 
sche Versuche ohne Schwierigkeiten bestimmen. 

so Geht man von einem Saureadditionssalz des Typs [5,10-CH-(6R,S)-THF]X* HX aus, so kann die 
Diastereomerentrennung unter Bildung von [5,10-CH-(6R)-THF]X* HX auch bereits gelingen durch fraktio- 
nierte Kristailisation aus einem Losungsmittel wie Ameisensaure unter Zusatz von Wasser oder auch ohne 
jeden Zusatz eines Kristallisationsmittels. 

In der Regel kristaliisiert die gewunschte (6R)-Verbindung zuerst aus; die diastereomere (6S)-Verbin- 

55 dung reichert sich in den Filtraten an. In einzelnen Fallen, z.B. wenn man das innere Salz von 5,10-CH- 
(6R,S)-THF aus Ameisensaure/Wasser oder wenn man das [5,10-CH-(6R.S)-7HF]*Trichloracetat aus Dime- 
thylsulfoxid kristaliisiert, fallt dagegen zunachst das (6S)-Diastereomere aus. v/ahrend man das (6R)- 
Diastereomere aus dem Filtrat isolieren kann. 
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Eine besonders bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung besteht darin, dass man eine durch 
Forrnylierung von Folsaure zu 10-Formyl-folsaure und anschliessende katalytische Hydrierung und Deh- 
ydratisierung erhaltene Ameisensaure-Losung, die (6R,S)-I in situ enthalt, mit einer starken wasserigen 
Saure, z.B. Salzsaure, versetzt; dadurch kann das (6R)-Diastereomere in Form des Saureadditionssalzes 
5 der Formel (5,10-CH-(6R)-THF]X # HX, z.B. das entsprechende Chlorid-Hydrochlorid, zur Kristallisation 
gebracht werden. 

Durch dieses Verfahren sind die (6S)-Tetrahydrofolate, insbesondere 5-CHO-(6S)-THF und 5-Me-(6S)- 
THF, sehr einfach und besonders wirtschaftlich zuganglich gewcrden. 

Als physiologisch gut vertragliche Salze kommen in erster Linie in Betracht die Calcium-, Magnesium-, 
10 Natrium- und Kaliumsalze, 

Die Magnesiumsalze zeichnen sich durch ihre verglichen mit den Calciumsalzen im aligemeinen 
erhohten Wasserloslichkeiten aus. Dies erlaubt bei ihrer Anwendung einen grosseren Dosisspielraum. 

Es i'st nicht erforderlich, 5,10-CH-(6R)-THF Oder deren Saureadditionssalze vollstandig von begleitender 
(6S)-Form zu befreien. Bei der Uberfuhrung durch Hydrolyse Oder Reduktion in 5-CHO-(6S)-THF bzw. 5- 
75 Me-(6S)-THF und deren Isoiierung wird jeweils die Restmenge an "falschem" Diastereomerem eliminiert. 



Beispiej 1 Calcium-5-Formyl-(6S)-tetrahydrofolat 

20 

1.1 Fraktionierte Kristallisation von 5,10-Methenyl-(6R s S)-tetrahydrofolsaure [Anhydro-leucovorin; 
(6R,S)-i)] 

Eine Losung von 1000 g [5,1 0-Methenyl-(6R,S)-tetrahydrofolsaure]chlorid "hydrochloride dihydrat ([5,10- 
25 CH-(6R,S)-THF]CI'HCI # 2 H 2 0) in 2 It Ameisensaure von 35 *C wird mit 300 ml 2 N Salzsaure versetzt, 

iangsam auf 20* C abgekuhlt und kristallisieren gelassen. Nach einigen Stunden wird das ausgeschiedene '*2*vk 
Produkt abfiltriert und mit 2 N Salzsaure gewaschen. Man erhalt (6R)-i mit einem Diastereomeren-Gehait 
von 91,5% an [5,10-CH-(6R)-THF]Cl*HCI, bestimmt mittels HPLC unter Verwendung einer chiralen Saule v &« 
(Resolvosil-BSA-7). 1 
30 [ a ]2s =-+36* (c = 1 in DMSO/2 N HCI 8:2) 4 



1.2 UberfUhrung In Calclum-5-formyl-(6S)-tetrahydrofolat (Transformylierung) * ,M 

. ... *».«! 

35 120 g des nach 1.1 erhaltenen Kristallisates werden in wasseriger Natronlauge geiost, einige Stunden -i<r5 
bei pH 5,5 bis 6,5 schwach gekccht, abgekuhlt und mit uberschussigem Calciumchlorid versetzt. Das 
ausgeschiedene Calciumsalz von 5-CHO-(6S)-THF wird aus Wasser umkristaiiisiert. Man erhalt Calcium-5- ^ T 
Formyi-{6S)-tetrahydrofolaf5 H 2 0. Gehalt an Ca-5-CHO-(6S)-THF > 99 Flachen%, bestimmt mittels HPLC 
unter Verwendung einer chiralen Saule. 

40 [a]o 5 = -15* (bezogen auf wasserfreies Ca-Salz; c = 1,5% in Wasser). 



Beispiej 2 5-Methyt-(6S)-tetrahydrofolsaure und Calcium 5-Methyl-(6S)-tetrahydrofolat 

45 

2.1 Fraktionierte Kristallisation von in situ erhaltenem (6R,S)-I 

Eine Losung, die durch katalytische Hydrierung von 10-Formyl-folsaure in Ameisensaure erhalten 
wurde, wird durch Eindampfen auf einen Gehalt von etwa 30-35 % konzentriert. Ein Gewichtsteil des 
so Konzentrates wird bei 35 *C mit etwa 0,4 Gewichtsteiien konzentrierter (35%iger) Salzsaure versetzt. Man 
lasst auf Raumtemperatur abkuhien, lasst uber Nacht bei 5-10* stehen, filtriert das ausgeschiedene 
Kristallisat ab und wascht es mit wenig eiskalter Salzsaure und Aceton. Man erhait [5,10-CH-(6R)-THF> 
C!*HC1; (6R)-Anteil: 90%. 

55 

2.2 Rekristallisatlon von rohem [5,10-CH-(6R)-THF]Ci 'HCI 

Man lost 1,2 kg des nach 2.1 erhaltenen Kristallisats bei 35 # C in 3 It Ameisensaure, versetzt mit 450 
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ml 2 N Salzsaure, kuhlt alimahlich auf Raumtemperatur ab und halt einige Stunden bei 0-5° C. Das 

gebildete-Kristallisat-wird-abfiltrte^ 

CH-(6R)-THF]C1*HCI*2 H 2 0 mit einem (6R)-Anteil von 98 %. 

5 

2.3 5-Methyl-(6S)-tetrahydrofolsaure [5-Me-(6S)-THF] 

Man tragt 30 g des nach 2.2 erhaltenen [5,10-CH-(6R)-THF]CI * HCI*2 H 2 0 in eine Losung von 25 g 
Natriumborhydrid und 3,4 g Tris in 300 ml Wasser ein und ruhrt uber Nacht. Die erhaltene Losung wird mit 
70 Salzsaure bis 2um pH 4 angesauert, wobei sich 5-Me-(6S)-THF als Dihydrat ausscheidet. Es wird abfiitriert 
und mit Wasser gewaschen. 



15 



2S 



35 



2.4 Calcium-5-methyl-(6S)-tetrahydrofolat 



Die Halfte des nach 2.3 erhaltenen 5-Me-(6S)-THF*2 H 2 0 wird in moglichst wenig verdunnter 
Natronlauge gelost, die Losung wird mit Aktivkohle und Filterhilfsmittel behandelt, filtriert und mit uber- 
schussigem Calciumchlorid versetzt. Das gebiidete Calcium-5-methyl-(6S)-tetrahydrofolat-pentahydrat 
scheidet sich alimahlich aus. Nach Kristallisierenlassen bei 0-3 *C wird das Produkt abfiitriert und aus 
20 Wasser umkristallisert. 

[cr]o 5 " +40* (bezogen auf die wasserfreie Verbindung; c - 1,5% in Wasser). 

Dieselbe Verbindung wird auch erhalten, wenn man das nach Beispiel 1,1 erhaltene [5,10-CH-(6R)- 
THF]CI'HCI nach Beispiel 2.3/2.4 weiter umsetzt. 



Beispiel 3 Magnesium-5-methyl-(6S)-tetrahydrofofat 



Die 2weite Halfte der nach Beispiel 2.3 erhaltenen 5-Me-(6S)-THF wird alimahlich in der minimal 
erforderlichen Menge 2 N Natronlauge gelost und mit einem Oberschuss an Magnesiumchlorid versetzt. 
3Q Durch Zusatz von Ethanol wird das Magnesiumsalz zur Kristallisation gebracht. Diese neue Verbindung ist 
gut wasserlosiich. .............. ...... 



Beispiel 4 [5,10-CH.(6R)-THF]CI # HCI 

4.1 Fraktionlerte Kristallisation von [5 s 10-CH-(6R,S)-THF]Cl a HCI aus Ameisensaure 

Man lost 25 g ,[5,10-CH-(6R,S)-THF]CI # HCl B 2 H 2 0 in 50 ml 35* C warmer Ameisensaure, kuhlt auf 0° C 
40 ab und impft mit einer Spur von nach Beispiel 2.2 erhaltenem Produkt. Nach einigen Stunden wird das 
erhaltene [5,10-CH-(6R)-THFjCr HCI abfiitriert: (6R)-Anteil 79%. Durch erneutes Umkristallisieren steigt der 
(6R)-Anteil auf uber 90 %. 

45 4.2 Selektive Kristallisation von [5,10-CH-(6R)-THF]CI"HCI durch Zusatz von Wasser 

Man lost 25 g [5,10-CH-(6R I S)-THF]CI-HCI*2 H 2 0 in 50 ml Ameisensaure bei 35* C, versetzt mit 5 ml 
Wasser, kuhlt auf 0*C ab und impft mit authentischem (6R)-lsomerem. Nach Stehen uber Nacht wird das 
erhaltene [5,10-CH-(6R)-THF]Cl*HCI abfiitriert; (6R)-Anteil: 86.5%. 

so 

4.3 Selektive Kristallisation von [5 ( 10-CH-(6R)-THF] c Cl'HCI aus wasseriger Salzsaure 

Man lost 10 g i5,10-CH-(6R,S)-THF]CI # HCI'2 H 2 0 bei 50'C in 90 ml konzentrierter Salzsaure, 
55 verdunnt mit 10 ml Wasser und impft gleichzeitig mit authentischem Material. [5,1 0-CH-(6R)-THF]CI * HCI * 2 
H 2 0 kristallisiert aus; SR-Anteil: 87%. 
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Beispiel 5 Herstellung des innern Salzes der 5,10-CH-(6R,S)-THF und von Salzen der 5 f 10-CH-(6R,S)- 
THF mit starken Sauren sowie von [5,1 0-CH-{6S)-THF]Br # HBr 



5 5.1 Inneres Salz der 5,10-CH-(6R,S)-THF 

Eine Losung von 200 g [5,10-CH-(6R.S)-THF]CI'HCI in 1000 ml Ameisensaure wird durch eine mit 
1100 ml Anionenaustauscherharz (lRA-68) bescnickte Sa'ule perkolieren gelassen. Das Effluat wird unter 
vermindertem Druck eingedampft. Der Ruckstand wird in Ameisensaure gelost und die Losung in mehrere 
70 aliquote Teile aufgetrennt. 

Ein Teil der Losung wird mit Ethanol versetzt, wobei das innere Salz auskristallisiert. Es ist auffallend 
gelb gefarbt. Es ist in Wasser, organischen Losungsmitteln und auch in polaren Losungsmitteln mit 
Ausnahme von Ameisensaure sehr wenig Icslich. 

Das innere Salz von 5,10-CH-{6R.S)-THF kann auch erhalten werden, wenn man eine nach Beispiel 2.1 
/5 in situ erhaltene konzentrierte Losung von 5,10-CH-(6R,S)-THF durch Zusatz eines niedrigen Alkohols, z.B. 
Ethanol, Oder eines Ketons. z.B. Methylpropylketon. zur Krisiallisation bringt. 



5.2 Salze von 5,10-CH-(6R,S)-THF mit starken Sauren 

20 

Aliquote Teile der nach 5.1 erhaltenen Losung werden mit einem Oberschuss der gewCnschten Saure 

in Ameisensaure versetzt und durch Zusatz von Ethanol gefallt. Die erhaltenen Salze werden abfiltriert. 
Nach dieser Methode werden hergestelit: 

[5,1 0-CH-(6R,S)-THF]Br * HBr, 
25 [5,1 0-CH-(6R,S)-THF]J • H J, 

[5,10-CH-(6R,S)-THF].Phosphat, 

[5,1 0-CH-(6R,S)-THF]-Sulfat f 

[5,10-CH-(6R.S)-THF]-Nitrat, 

[5,10-CH-(6R,S)-THF]-Oxalat, 
30 -[S.IO-CH-^R.ShTHFl-Maleinat, 

[5,1 0-CH-(6R t S)-THF]-ToluoI-4-sulfonat, 

]5,10-CH-(6R,S)-THF]-Benzolsulfonat, ' ■■ 

[5,10-CH-{6R,S)-THF]-Methansulfonat. 
[5.10-CH-f6R.S)-THF]-Trlchlorac6tat und 
35 [5.10-CH-(6R,S)-THF]-Trifluoracetat. 



5.3 [5 t 10-CH-(6R)-THF]Br*HBr 

40 Eine Losung von 20 g innerem Salz der [5,10-CH-(6R,S)-THF] in 30 ml Ameisensaure wird mit etwas 
mehr als der berechneten Menge 6 N wasseriger Bromwasserstoffsaure versetzt und bei 20-25* C geruhrt. 
Nach einiger Zeit scheidet sich [5,l0-Methenyl-(6R)-tetrahydrofolsaure]bromid-hydrobromid aus; (6R)-Anteil: 
89%. 

[5,10-CH-(6R)-THF]Er*HBr wird auch erhalten, wenn man [5 f 10-CH-(6R,S)-THF]Br* HBr in Ameisensau- 
45 re lost und 2 N wasserige Bromwasserstoffsaure zusetzt oder v/enn man das "racemische" Bromld- 
hydrobromid aus wenig Dimethylsulfoxid (etwa 4 ml pro g) fraktioniert kristallisiert. 

Bei den Saureadditionssalzen mit Halcgenwasserstoffsauren, Salpetersaure, Schwefel- und Sulfonsau- 
ren konnen zwei Saureaquivalente pro Moi 5,10-CH-THF an der Saizbildung beteiligt sein. 3ei den Saizen 
mit mittelstarken Sauren, z.B. Maleinsaure, ist jeweils nur ein Saureaquivalent in Salzform gebunden. 

50 

Beispiel 6 [5,1 0-CH-<6R)-THF]J • H J 

Diese Verbindung wird analog Beispiel 5 hergestellt. 



Beispiel 7 [5,10-CH-<6R)-THF]-Phosphat 



7 
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Man lost 30 g [5J0-CH-(6R,S)-THF]-Phosphat, hergesteilt nach Beispiel 5, bei 50* C in 80 ml 
Dimethylsulfoxid-und-ruhrt-einige-Sto^ 

(6R)-THF]-Phosphat aus, welches abfiltriert und getrocknet wird. 

6R-lsomerenanteil: 70% (HPLC). 
5 [5,10-CH-(6R)-THF]-Phosphat wird auch erhalten, vvenn man eine Losung des racemischen Phosphats 

in Ameisensaure mit einer geringen Menge von 2 M wasseriger Phosphorsaure versetzt. 



Beispiel 8 [5J0-CH-{6R)-THF]-Maleinat 

70 

Man lost 30 g [5J0-CH-(6R,S)-THF]-Maleinat bei 50* C in 125 ml 1-Methyl-2-pyrrolidon und ruhrt 
anschliessend bei Raumtemperatur. Das nach langer Zeit ausgeschiedene [5,10-CH-(6R)-THF]-Maleinat 
wird abfiltriert; R-Anteil: 78%. 

T5 

Beispiel 9 [5,10-CH-(6R)-THF]-Toluol-4-sulfonat 

Man lost 15 g [5J0-CH-(6R,S)-THF]-Toluol-4-sulfonat bei 40-50* C in 28 ml Ameisensaure, versetzt mit 
100 ml Wasser und ruhrt anschliessend bei Raumtemperatur. Das ausgeschiedene [5,1 0-CH-(6R)-THF]- 
20 Toluol-4-su!fonat wird abfiltriert; 6R-Anteil: 85% (HPLC). 

[5J0-CH-(6R)-THF]-ToIuol-4-suifonat wird auch erhalten, wenn man die R,S-Verbindung aus 1-MethyI-2- 
pyrrolidon (etwa 4-6 ml/g) oder Dimethylacetamid Oder Dimethylsulfoxid (jeweils etwa 2-3 ml/g) umkristalli- 
siert. 

25 

Beispiel 10 [5,10-CH-(6R)-THF]-Trichloracetat 

. Eine Losung von 10 g [5,10-CH-(6R,S)-THF]-Trichloracetat in 50 ml Dimethylsulfoxid wird wahrend 
einiger Stunden geruhrt und anschliessend filtriert. Der Fiiterruckstand besteht stark uberwiegend aus [5,10- 
30 CH-(6S)-THF]-Trichloracetat Das Rltrat wird mit Wasser oder Ethanol versetzt, worauf sich [5,10-CH-(6R)- 
..THF]-Trichloracetat ausscheidet; 6R-Anteil: 70% (HPLC). 



Beispiel 11^ Inneres Salz der 5,10-CH-{6S)-THF und der 5,10-CH-(6R)-THF 

35 

Eine Losung von 10 g innerem Saiz der 5,10-CH-(6R,S)-THF in 20 ml Ameisensaure wird mit 50 ml 
Wasser versetzt und 17 Stunden bei 20* C geruhrt. 

Das ausgeschiedene Kristallisat wird abfiltriert. Es besteht vorwiegend aus dem inneren Salz der 5,10- 
CH-(6S)-THF. Gehalt an 6S-Form: 73%. Durch Wiederholung der Operation wird der Gehait an 6S-Form auf 
40 90% gesteigert Die Mutterlauge wird mit Aceton versetzt, worauf sich ein zweites kristallisat ausscheidet. 
Es wird abfiltriert und untersucht. Es besteht zu 75% aus dem inneren Salz von 5,10-CH-(6R)-THF. 



Beispiel 12 [5,10-CH-(6R)-THF]CUHCl 

45 

Eine Losung von 100 g innerem Saiz der 5,10-CH-(6R,S)-THF in 200 ml Ameisensaure wird mit 500 ml 
Wasser versetzt und 20 Stunden geruhrt. Das ausgeschiedene innere Salz der 5,10-CH-(6S)-THF wird 
abfiltriert. Das .Filtrat wird mit starker Salzsaure versetzt. oder HCI-Gas wird in das Filtrat eingeleitet. Die 
allmahlich entstehende Ausscheidung besteht aus [5,10-CH-(6R)-THF]CPHCI # 2 H 2 0 mit einem Gehalt an 
so 6R-Form von 95%. 



Beispiele 13-18 

55 In ahnlicher Weise wie in den Beispielen 5 bis 12 beschrieben lassen sich herstellen: 

13. [5.10-CH-(6R)-THF]-NitraL 

14. [5,10-CH-(6R)-THF]-Sulfat. 

15. [5,10-CH-(6R)-THF]-Oxalat, 

3 . 
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16. [5,10-CH-(6R)-THF]-Methansulfonat, 

17. [5,10-CH-(6R)-THF]-Benzolsulfonat. 

18. [5.10-CH-(6R)-THF]-Trifluoracetat. 

5 

Anspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von 5.10-Methenyl-(6R)-, 5-Formyl-(6S)- und/oder 5-Methyl-(6S)-tetrahydro- 
folsaure sowie von deren Salzen, dadurch gekennzeichnet, dass man 5,lO-Methenyl-(6R,S)-tetrahydrofol- 

w saure, dessen inneres Salz und/oder eines ihrer Salze mit starken Sauren einer Diastereomerentrenung 
durch fraktionierte Kristallisation unterzieht und. falls erwunscht, die erhaltene 5,10-Methenyl-(6R)-tetrah- 
ydrofolsaure durch Behandeln mit einem hydrolysierenden Mittel in 5-Formyl-(6SHetrahydrofolsaure Oder 
durch Behandeln mit einem reduzierenden Mittel in 5-Methyl-(6S)-tetrahydrofolsaure umwandelt und/oder 
eine erhaltene freie Saure durch Behandeln mit einer Base in eines ihrer Salze uberfuhrt. 

75 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man die Diastereomerentrennung durch 
fraktionierte Kristallisation in mindestens einem polaren Losungsmittel durchfuhrt. 

3. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass man fur 
die fraktionierte Kristallisaticn als Losungsmittel ein poiares organisches Losungsmittel und als Kristallisa- 
tionsmittel eine wasserige Mineralsaure oder Wasser Oder als Losungsmittel eine konzentrierte wasserige 

20 Mineralsaure und als Krisialiisationsmittel Wasser verwendet. 

4. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1, 2 Oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass man als 
'Losungsmittel Ameisensaure und als Kristallisationsmittel eine wasserige starke Saure verwendet. 

5. Verwendung von nach mindestens einem der Anspruche 1, 2, 3 oder 4 hergestellter 5,1 0-Methenyl- 
(6RHetrahydrofo!saure zur Herstellung von 5-Formyl-(6S)-tetrahydrofolsaure durch Hydrolyse. 

25 6. Verwendung von nach mindestens einem der Anspruche 1, 2, 3 oder 4 hergestellter 5,1 O-Methenyl- 
(6R)-tetrahydrofoisaure zur Hersteilung von 5-Methyl-(5S)-tetrahydrofolsaure durch Reduktion. 

7. 5,10-Methenyl-(6R)-tetrahydrofolsaure sowie ihre Salze hergestellt nach mindestens- einem der 
Anspruche 1,2,3 oder 4. 

" 8. 5-Formyl-(6S)-tetrahydrofolsaure sowie ihre Saize hergestellt nach mindestens einem- der Anspruche 
30 1 , 2, 3 oder 4. 

9. 5-Methyl-(6SHetrahydrofolsaure sowie ihre Salze hergestellt nach mindestens einem der Anspruche 
1 , 2. 3 Oder 4. 

10. Calciumsalz der 5-Methyi-(6S)-tetrahydrofolsaure. 

11. Magnesiumsalz der 5-Methyl-(6S)-tetrahydrofolsaure. 

35 12. Inneres Salz der 5,10-Methenyi-(6R)-tetrahydrofolsaure sowie [5,10-CH-(6R)-THF]-Phcsphat, -Nitrat, 
-Sulfat, -Toluolsuifonat -Benzolsulfonat, -Methansuifonat. -Oxalat, -Maleinat und -Trichloracetat 

Patentanspruche fur folgenden Vertragsstaat: 

40 1. Verfahren zur Herstellung von 5,10-Methenyl-(6R)-. 5-Formyl-(6S)- und/oder 5-Methyl-(6S)-tetrahydro- 
folsaure sowie von deren Salzen, dadurch gekennzeichnet. dass man 5 t iO-Metheny!-(5R,S)-tetrahydrofoi- 
saure, dessen inneres Salz und/oder eines ihrer Salze mit starken Sauren einer Diastereomerentrennung 
durch fraktioniene Kristallisation unterzieht und, falls erwunscht, die erhaltene 5,10-Methenyl-<6R)-tetrah- 
ydrofolsaure durch Behandeln mit einem hydrolysierenden Mittel in 5-Formyl-(6S)-tetrahydrofolsaure Oder 

45 durch Behandeln mit einem reduzierenden Mittel in 5-Methyl-(6S)-tetrahydrofolsaure umwandelt und/oder 
eine erhaltene freie Saure durch Behandeln mit einer Base in eines ihrer Salze uberfuhrt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass man die Diastereomerentrennung durch 
fraktionierte Kristallisation in mindestens einem polaren Losungsmittel durchfuhrt. 

3. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass man fur 
so die fraktionierte Kristallisation als Losungsmittel ein poiares organisches Losungsmittel und als Kristallisa- 
tionsmittel eine wasserige Mineralsaure Oder Wasser oder als Losungsmittel eine konzentrierte wasserige 
Mineralsaure und als Kristallisationsmittel Wasser verwendet. 

4. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass man als 
Losungsmittel Ameisensaure und als Kristallisationsmittel eine wasserige starke Saure verwendet. 

55 5. Verwendung von nach mindestens einem der Anspruche 1, 2, 3 oder 4 hergestellter 5,1 0-Methenyl- 
(6RHetrahycrofolsaure zur Herstellung von 5-Fcrmyl-(6S)-tetrahydrofolsaure durch Hydrolyse. 

6. Verwendung von nach mindestens einem der Anspruche 1, 2, 3 Oder 4 hergestellter 5,10-Methenyl- 
(6R)-tetrahycrofclsaure zur Herstellung von 5-Methyl-(6S)-tetrahydrofolsaure durch Reduktion. 

9 
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